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学位論文内容の要旨 
 
  小胞型グルタミン酸トランスポーター   (vesicular glutamate transporter VGLUT)は、シナプ
ス小胞におけるグルタミン酸輸送体であり、V-ATPase が形成する H+の電気化学的ポテンシャル
差を駆動力としてグルタミン酸を小胞内に輸送している。その欠損によりグルタミン酸シグナリ
ングがなくなることから、グルタミン酸化学伝達の必須因子である。これまでの生体試料や動物
細胞の発現系による研究方法では、構造と輸送の分子メカニズムを詳細に解析する事が出来なか
った。我々は VGLUT の構造と機能を解析する測定系を確立した。 
 昆虫細胞を用いて VGLUT を大量発現させ、精製し、F0F1-ATPase(H+ポンプ)とともにリポソー
ムに組み込こんだ。ATP を添加するだけで比活性にしておよそ 1000 倍のグルタミン酸輸送を観
察できた。これを用い、VGLUT の輸送特性と、輸送に関与するアミノ酸残基を部位特異的変異
導入法により解析した。主に 3 つ結果を得た。(1)VGLUT は Cl-依存性のトランスポーターであ
る。(2)H128、R184、E191 という３つのアミノ酸残基が輸送活性に必須である。(3)VGLUT は、
Na+勾配を駆動力とするリン酸輸送能も有しており、グルタミン酸輸送とは異なる機構で行われ
ている。ことが明らかになった。 
 次に私はグルタミン酸輸送の Cl-要求性について詳細に解析することにした。解析のために
VGLUT 解析システムを改良した。タンパク成分としては VGLUT のみで構成されるリポソーム
を用い、このリポソームにバリノマイシンを添加することで内側が正の膜電位を生じさせる系で
ある。これにより、以前の系では膜電位が低下しグルタミン酸輸送測定が困難だった高濃度 Cl-
存在下で、安定して膜電位が得られるようになった。これを用いると、Cl-は輸送ではなく、結
合することでグルタミン酸輸送を制御していることや、Cl-依存性をシフトさせる VGLUT 新規
阻害剤を発見することができた。 
  以上の結果をこの論文で考察する。 
 論文審査結果の要旨 
 
  小胞型グルタミン酸トランスポーター (vesicular glutamate transporter VGLUT) は、
シナプス小胞におけるグルタミン酸輸送体であり、V-ATPaseが形成するH+の電気化学
的ポテンシャル差を駆動力としてグルタミン酸を小胞内に輸送している。その欠損によ
りグルタミン酸シグナリングがなくなることから、グルタミン酸化学伝達の必須因子で
ある。これまでの生体試料や動物細胞の発現系による研究方法では、構造と輸送の分子
メカニズムを詳細に解析する事が出来なかった。樹下はこの問題に取り組み、VGLUT
の構造と機能を解析する新たな測定系を確立した。すなわち、昆虫細胞を用いてVGLU
Tを大量発現させ、精製し、F0F1-ATPase(H+ポンプ)とともにリポソームに組み込こんだ。
ATPを添加するだけで比活性にしておよそ１０００倍のグルタミン酸輸送を観察でき
た。これを用い、VGLUTの輸送特性と、輸送に関与するアミノ酸残基を部位特異的変
異導入法により解析した。主に3つ結果を得た。(1)VGLUTはCl-依存性のトランスポータ
ーであること、(2)H128、R184、E191という３つのアミノ酸残基が輸送活性に必要であ
ること、(3)VGLUTは、Na+勾配を駆動力とするリン酸輸送能を持っている事、グルタミ
ン酸輸送とは異なる機構で行われているらしいこと。以上の結果にもとづきVGLUTの
構造と機能につき考察した。 
  以上の成果はグルタミン酸の化学伝達研究において全く新しい分野をひらいたこ
とになり、博士論文として誠にふさわしい。 
 
 
